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（1）通过 MTT 实验对明胶-硅氧烷纳米粒子（GS NPs）和 Tat 修饰的明胶-
硅氧烷纳米粒子（TG NPs）的细胞生物相容性进行了评价；通过激光共聚焦显
微镜和流式细胞仪证实 GS NPs 和 TG NPs 均能有效进入 Hela 细胞；同时，结合
胞吞途径特异抑制剂和示踪物确定了 GS NPs 和 TG NPs 跨膜进入细胞的机制。 
（2）通过激光共聚焦显微镜和透射电子显微镜对明胶-硅氧烷纳米粒子（GS 
NPs）进入细胞后的转运途径进行了探讨。同时，结合细胞器荧光标记技术，对
氯喹、Tat、Kala 多肽促进 GS NPs 逃逸溶酶体的性能进行了研究，结果表明氯喹、
Tat、Kala 多肽均能促进 GS NPs 逃逸溶酶体，但氯喹长时间（> 24 h）与细胞作
用具有明显的细胞毒性，Kala 多肽促溶酶体逃逸的性能不稳定；此外，研究发
现 Tat 修饰的 GS NPs 能够进入细胞核，pALDH Leader 多肽修饰的 GS NPs 能够
靶向到线粒体。 
（3）通过流式细胞仪，结合 DNA 荧光标记技术，比较了 TG NPs 和脂质体
载运 DNA 进入细胞的性能，并探讨出 DNA 浓度、血清对 TG NPs 载运质粒 DNA
进入细胞的影响；通过双荧光标记 DNA 和 TG NPs 研究出 DNA 在细胞内环境中
的释放和分布情况；通过-半乳糖甘酶报告基因，系统研究了 TG/DNA、Tat/GS、



















Gene therapy is a promising method for healing human disease at the level of 
genome. Conparring to viral gnen vectors, no-viral gene vectors, benefiting much 
from their good biocompatibility, have lower efficiency of the gene delivery and 
transfection. Gelatin–siloxane nanoparticles are novel organic-inorganic hybrid 
biomaterials with good abilities of DNA encapsulation and release. However, the 
potentials of nanoparticales based on gelatin–siloxane as novel gene vectors have not 
been systematic studied. Targeting the main barriers of gene delivery in cells, this 
thesis has operated a series of studies on the potentials of gelatin–siloxane-based 
nanoparticles as novel gene vectors. The main studis are as follows: 
(1) Cytocompatibility of gelatin–siloxane nanoparticles (GS NPs) and Tat 
decorated gelatin–siloxane nanoparticles (TG NPs) were analyzed by MTT assay. The 
entrances of GS NPs and TG NPs into Hela cells were investigated by both confocal 
laser scanning microscope (CLSM) and fluorescence activated cell sorter (FACS). 
Cell membrane-penetrating mechanisms of GS NPs and TG NPs were investigated by 
inhibited and co-localized experiments. 
 (2) The fate of GS NPs after internalization into cells was investigated by CLSM 
and transmission electron microscope (TEM). By labeling lysosomes, the enhanced 
effects of chloroquine, Tat-peptides and Kala-peptides on the escape of GS NPs from 
lysosomes were discussed. However, chloroquine presents significate cytotoxicity 
when incubates with cells for long-period time (> 24 h) and Kala-peptides presents an 
instable effect on the escape of  GS NPs. Moreover, the target abilities of 
Tat-peptides to nucleuses and pALDH leader-peptides to mitochondrias were 
investigated by labeling nucleuses and mitochondrias with fluorescence probes. 
(3) By labeling plasmid DNA, TG NPs were confirmed to transport plasmid DNA 
into Hela cells more effectively than liposomes analysed by FACS. By labeling both 
















environment were investigated using CLSM. Using β-galatosidase as report gene, the 
transfection abilities mediated by TG NPs were investigated. The effects of influence 
factors, such as Tat/GS ratio, TG/DNA ratio, DNA concentration and serum, on the 
transfection were systematically analysed to obtain the optimal condications for TG 
NPs medicated transfection. 
Key words: Gelatin–siloxane nanoparticles, Tat-peptides, membrane-penetrating 



































胞膜糖蛋白腺病毒受体 CAR 结合，并通过外壳上 5 个 RGD 序列与细胞膜表面
整合素蛋白亚基（v3 和v5）结合，从而增强腺病毒载体与细胞的粘附作用
[9, 10]。腺病毒载体内化由 RGD 序列诱导，并通过胞饮作用经由内吞小泡途径
进入细胞[10]。在进入细胞早期阶段，纤维蛋白脱离外壳，并大约有 80 %粘附的

















过程只需 5 – 15 分钟[8, 11, 12]。同时，研究发现腺病毒载体外壳蛋白上带有核
定位信号，能够介导腺病毒进入细胞核[13]。腺病毒 DNA 自从溶酶体中释放到
进入细胞核大约只需 40 分钟，进入细胞核的病毒 DNA 可达到 40 %，相比之下
非病毒载体脂质体介导的 DNA 进入细胞核不到千分之一[14]。Cotten 等人用腺
病毒载体转染 Hela 细胞，转染率达到 100 %[15]。 
与腺病毒类似，流感病毒通过细胞膜表面唾液酸与细胞结合，并在红细胞凝
结素蛋白（HA）帮助下逃逸溶酶体[16-18]。红细胞凝结素在酸性条件发生构象
改变，暴露出其具有两亲融合性的 N 末端（HA-2），并通过 HA-2 介导逃逸溶酶








功能，能够促进 HIV 在细胞核内扩增[22]。随后研究发现 Tat 蛋白具有很强生物
活性，能够直接穿透细胞膜、细胞核膜，增强 HIV 感染宿主细胞[23]。进一步研

























作用。一般将胞饮泡直径大于 100 nm 的胞饮叫做大胞饮，而将胞饮泡直径小于




是个迷。Tat 是一种阳离子型多肽，具有较高的 DNA 亲和力，有人直接用它介
导质粒 DNA 进入细胞[23, 27]。起初研究发现，Tat 可以在 4 oC 条件下跨膜进入
细胞，而且一般胞吞抑制药物（如：秋水仙素，紫杉醇，诺可达唑等微管特异性




小组对 Tat 通过那种胞吞途径进入细胞观点不一（图 1.1）：Richard 等人的研究
表明 Tat 主要通过网格蛋白介导的受体包吞途径进入细胞，并发现 Tat 与转铁蛋
白（clathin 介导地受体胞吞途径示踪物）共定位[32]。Fittipaldi 和 Ferrari 等人研
究则表明 Tat 通过小泡途径跨膜进入细胞[33, 34]。目前，较多研究认为 Tat 是通
过脂筏介导的巨胞饮途径进入细胞。但是，Tat 修饰的载体跨膜进入细胞的途径




















Figure 1.1 Proposed model for the cellular entry of cationic cell penetrating peptides 
HIV-Tat peptides.[37] 
图 1.1 HIV-Tat 跨膜进入细胞的几种可能途径[37]。 
 
 
Figure 1.2 Lipoplex-mediated transfection and endocytosis[42]. 



















定，从而与细胞膜发生融合，并释放其载运的 DNA 进入细胞质中[21, 38]。但随
后越来越多的研究认为脂质体通过以胞吞作用为主的方式跨膜进入细胞。胞吞抑
制剂能够显著降低脂质体介导的基因转染效率；氯喹等溶酶体释放试剂能够增强






Figure 1.3 Receptor-mediated internalization of ligand-labelled polyplexes[42]. 
图 1.3 配基修饰的多聚物经受体介导的胞吞途径跨膜进入细胞[42]。 
 
聚合物载体同样通过胞吞途径进入细胞，但不涉及膜融合过程[21]。目前较
多研究认为 PLL和 PEI通过网格蛋白受体介导的胞吞途径进入细胞（图 1.3）[21]。
但 Rejman 等继续发现 PEI 还通过非网格蛋白介导的胞吞途径进入细胞，这主要




























化，由 Lα相转变为六角相。含有 DOPE 的脂质体能通过 DOPE 构形的变化与溶
酶体质膜融合，迅速释放 DNA 到细胞质[41, 45, 46]。（2）质子海绵效应：PEI
与脂质体类似，具有内在逃逸溶酶体的能力，但逃逸机制不同。PEI 含有大量伯
胺，pKa 接近中性。在低 pH 条件下，伯胺具有很强的质子化能力，能够缓冲溶
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